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摘 ， 要 :本 试验 的 目的 是 采用 高 通 量 测 序 技术 古 
成 ， 并 对 比 不 同性 
和 雌性 组 CP ZH) ， 每 组 各 6 只 。 采 集 其 
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口 困 


QUME 等 软件 对 测序 序列 i 


和 0.27+0.06) ， 组 间 为 〈《0.24+0.07) ， 样 品 的 相似 度 很 高 。 林 廊 凑 便 中 的 古 菌 


个 门 ， 优 势 门 为 阔 古 细菌 门 (Euryarchaeota〉; 在 属 水 平 上 可 以 分 为 7 个 已 知 
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通 量 测序 分 析 人 工 养 殖 成 年 林 麻 姜 便 古 菌 菌 群 多 样 性 
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行 分 析 统 计 。 


新 鲜 羡 便 ， 提 取 DNA, H 


古 菌 通 


Ez 625014; 2. 四 川 


究 人 工 养 殖 成 年 林 麻 凌 便 中 古 戎 的 结构 和 组 
E 别 之 间 的 差异 。 选 取 12 只 3 岁 健康 的 林 廊 依据 性 别 分 为 雄性 组 CM 组 ) 


H 5] 4 PCR 扩 增 


16S rRNA 的 V4~V5 区 ， 用 MiSeq 300PE 测序 平台 对 扩 增 产物 进行 高 通 量 测序 ， 用 


结果 表明 : 在 从 门 到 属 的 各 级 分 类 水 平 上 , F 组 与 
M 组 古 菌 的 相对 丰 度 差异 均 不 显著 (P>0.05)。M 组 和 F 组 的 组 内 遗传 距离 分 别 为 (0.16+0.03) 
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可 以 分 为 3 


甲烷 短 杆 菌 属 (Methanobrevibacter) ， 其 次 为 热 裸 单 胞 菌 属 (Thermogymnomonas) 。 结 果 


提示 ， 雄 性 和 肉 性 林 廊 凌 便 中 十 菌 的 结构 和 组 成 都 没有 显著 差异 ，Metjpanroprevipacier 是 林 
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林 磨 (Moschus berezovskii) 属 偶蹄 日 ， 磨 科 ， 磨 属 ， 是 一 种 珍贵 的 野生 药 用 、 和 香料 资 
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FE 来 由 于 栖息 地 遭受 破坏 和 过 度 
自然 和 自然 资源 保护 联盟 (IUCN ) 列 为 濒危 物种 


FE 代 开始 人 工 驯化 养殖 林 魔 ， 至 今 已 有 近 60 年 的 历史 ， 但 发 展 速度 


很 慢 。 其 中 一 个 主要 的 原因 是 人 们 对 林 府 的 消化 生理 知识 了 解 很 少 , 林 广 是 草食 性 反刍 动物 ， 
但 其 胃 肠 道 微生物 菌 群 的 组 成 和 结构 还 不 为 人 所 知 。 为 了 更 好 保护 和 人 和信 工 驯化 养殖 ， 有 必要 
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括 细菌 、 真 菌 、 原 忠和 古 阔 等 。 近 年 来 瘤胃 产 日 


害 它 们 与 全 球 越 来 越 严重 的 温室 效应 有 关中 。 产 


FP 烷 古 阔 越 来 越 受到 人 们 的 关注 ， 基 
FP 烷 古 阔 广 泛 存在 于 草食 动物 的 胃 肠 道中 ， 


ChinaX iv FH 


为 人 们 相 


迄今 为 上 ， 人 们 已 经 从 水 牛 B4、 强 羊 梧 、 袋 鼠 四 、 奶 牛 中 、 犀 牛 四 、 肉 牛 &I0、 骆 驼 00、 轴 


牛 0 等 动物 上 分 离 鉴定 日 


HH 了 多 和 


古 菌 的 多 样 性 具有 宿主 特异 性 。 
和 组 成 可 能 有 很 大 的 差异 。 而 有 关 林 廊 肠 道 产 


h 产 甲烷 古 菌 。 综 合 这 些 研究 可 以 发 现 ， 动 物 


1 材料 与 方法 


用 高 通 量 测序 技术 对 林 腐 凑 便 ! 


1.1 试验 动物 及 样品 采集 


本 次 试验 动物 为 12 


只 人 了 


由 肠 道 产 
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KEIER HEM, HAX Fe A PE T FI 2 
H 烷 菌 的 研究 还 未 见报 道 。 本 试验 的 目的 就 是 


古 菌 的 结构 和 组 成 进行 研究 ， 并 对 比 不 同性 别 之 间 的 差异 。 


[养殖 的 林 亡 ， 根 据 其 性 别 分 为 雄性 林 麻 组 M 组 ) 和 上 肉 性 林 


RHA FH) 两 组 。 每 组 各 6 只 〈6 REMEDIES SA M1. M2. M3, M4, M5, M6; 6 只 


上 峻 性 林 广 编号 为 FI、F2、F3、F4、F5、F6) ， 年 龄 均 为 3 岁 ， 平 均 体重 为 7.58+1.596 kg 的 
未 用 过 抗生素 的 健康 林 魔 ， 饲 养 于 四 川 省 养 硒 研究 所 中 国 四 川 都 江 卉 ) 。 林 订单 答 饲 养 ， 


ERARA, EAE 
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实验 室 ， 保 存 于 -80'C 冰 箱 ， 用 于 提取 DNA. 


表 1 


饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


Tablel Composition and nutrient levels of the diet (DM basis) % 


项 


Items 


= Content 


原料 Ingredients 


玉米 Corn 6.00 
HK Wheat bran 4.00 
全 脂 大 豆 Full-fat soybean 4.00 
Ais} Alfalfa meal 3.00 
桑树 叶 Mulberry leaf 35.00 
对 青草 Wild green grass 45.00 
食盐 NaCl 0.40 
碳酸 钙 CaCO3 1.50 


磷酸 氧 钙 CaHPO4 0.80 


F 8 点 和 下 午 5 点 ， 自 由 饮水 。 饲 粮 组 成 见 表 1， 在 采样 之 前 已 稳 
定 饲 喂 该 饲 粮 28 天 以 上 。 于 第 29 天 清晨 饲 喂 前 戴 上 消毒 过 的 无 菌 一 次 性 手套 用 干净 竹 签 采 
集 动物 自然 排出 的 辩 便 并 从 辩 便 深 处 采集 ， 每 头 林 麻 收集 新 鲜 装 便 20 元 ， 液 氮 保 存 后 带 回 


Ta] 
口 - 
JJ 
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T|] 


复合 维生素 Multi-vitaminD 


复合 微量 矿物 元 素 Multi-mineral” 


合计 Total 
营养 水 平 Nutrition levels3) 
ka 物 质 DM 


粗 蛋 白质 CP 


fA WT EE 


酸性 洗涤 纤维 ADF 


中 性 洗涤 纤维 NDF 


钙 Ca 


BE P 


41.78 


5 复合 维 生 素 为 每 千克 饲 粮 提供 Multi-vitamin provided the following per kg of diet: 


eed 合 微量 矿物 元 素 为 每 千克 饲 粮 提供 Multi-mineral provided the following per kg of diet: 


3) 实 测 值 Measured values 。 


1.2 DNA 抽 提 


用 TIANamp 微 生物 DNA Kit[ KARA 


化 科技 (北京 ) 有 限 公 司 ] 提 取 林 麻 装 便 样品 中 微生物 


ADNA, 具体 提取 步骤 参照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 用 DNA 纯 化 试剂 盒 对 提取 的 DNA 进 行 纯 化 ， 


然后 用 原子 分 光 光 度 计 和 琼脂 凝 胺 
因 扩 增 及 测序 
以 林 廉 数 便 微生物 总 DNA 为 模板 ， 采 用 1 


1.3 16S rRNA 基 


EJT ADNA YK E 


cor 


HPA | xt: 341F(5 7 


度 后 于 -20 保存 备用 。 


-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’' ) 和 806R (5' -GGACTACHVGGGTWTCAAT-3’ ”)031，PCR 


扩 增 古 菌 16Sr RNA 的 V4~V5 区 。 采 用 50 pL 扩 增 体系 : 上、 下 游 引 物 各 0.5 pL，2.5 mmol/L 


dNTP 混 合 物 5 uL, 5 kL 的 10xEx Taq buffer (4720 mmol/L Mg2+，TaKaRa 公 司 ) , 0.25 4L 的 


Ex Taq DNA polymerase 《TaKaRa 公司 ) , 1 bhL 的 样品 DNA 模 板 和 37.75 pL 的 milli-Q 水 。PCR 


反应 条 件 为 : 94 CRH 


延伸 5 min。 每 个 样品 进行 3 个 习 


QIAquick 凝 胶 


回 


收 试剂 盒 (QIAGEN 公 司 ) 切 胶 


paf 


E3 min; 94 C 30s, 50 C 30s, 72 C 30s, 进行 30 个 循环 ; 72 C, 


E 复 ,将 同一 样品 的 PCR 产 物 混合 后 用 2% 琼 月 


和 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 


收 古 菌 PCR 产 物 , 并 | 


PANA (QIAGEN 


公司 ) 进行 纯化 。 纯 化 的 PCR 产 物 送 Macrogen 生 物 技术 公司 〈 韩 国 ), 用 Iliumina 公 司 的 MiSeq 


300PE 测 序 平台 进行 高 通 量 测序 。 


1.4 数据 分 析 
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使 用 FLASH 软 件 将 测序 所 得 的 测序 序列 〈reads) 进行 双 端 融合 (merge) , B/D) HEaK 
域 为 10 bp, eK Sie X 1220 bp。 成 功 merge 的 序列 , 使 用 QIIME 软 件 史 按照 条 人 码 (barcode ) 
序列 区 分 各 个 样品 ， 去 除 低 质 量 序列 。 标 准 如 下 : 去 除 所 有 含有 N 的 reads; 去 除 含有 连续 3 
个 小 于 Q20 碱 基 的 reads; 去 除 与 barcode 序 列 不 一 致 的 reads; 去 除 连续 Q20 碱 基 长 度 小 于 序列 
总 长 75% 的 reads。 将 barcode 切 除 掉 后 ， 根 据 相 似 性 >97% 原 则 将 通过 质 控 的 有 效 序 列 聚 类 成 
为 运算 分 类 单位 (Operational Taxonomic Unit, OTU) ， 并 挑选 丰 度 最 高 的 序列 作为 OTU 的 
代表 性 序列 ; 使 用 QIME 软 件 将 OTU 代 表 序 列 与 RDP 数 据 库 (The Ribosomal Database Project, 
https://rdp.cme.msu.edu/) 进行 比 对 ， 参 数 为 默认 参数 〈 相 似 度 为 0.9) ， 比 对 完毕 后 使 用 perl 
脚本 去 除 所 有 非 古 菌 OTU。 用 QIME 软 件 剔 除 符 合体 和 Singletons， 并 在 界 、 门 、 纲 、 目 、 
科 及 属 水 平 上 进行 物种 注释 。 采 用 QIIME 默 认 参 数 计算 各 个 样品 alpha 多 样 性 指数 [Shannon 
指数 、Chao I 指数 、 观 察 物种 Cobserved species) 指 数 ] 。 根 据 各 个 样品 OTU 的 种 类 及 其 丰 度 ， 
计算 样品 间 的 遗传 距离 ,用 非 加 权 UniFrac 距 离 (unweighted UniFrac distance) 表示 ， 根 据 计 
算 结 果 采 用 非 加 权 配 对 算术 平均 法 (unweighted pair group method with arithmetic mean, 
UPGMA ) 聚 类 方法 对 样品 进行 聚 类 分 析 。 利 用 perl 脚 本 挑选 所 有 样本 中 共同 存在 的 共享 属 ， 
用 R 软 件 进行 绘制 热 图 。2 个 处 理 间 数据 的 差异 性 采用 SPSS 19.0 统 计 软件 进行 检验。 

2 结 果 
2.1 序列 及 OTU 统计 

将 测序 得 到 的 双 端 序列 首先 根据 序列 之 间 的 重合 关系 ,将 成 对 的 reads 拼接 成 1 条 序列 ， 
经 过 质 控 之 后 ， 最 终 获 得 13 130 条 属于 古 阔 的 有 效 序列 ， 平 均 每 个 样品 (1 094+1 164) 条 。 
基于 相似 度 大 于 97% 基 础 上 ， 将 获得 的 有 效 序列 进行 OTU RK, IIK 720 个 属于 古 菌 的 
OTU, HF M 组 385 个 [平均 值 为 (80.3+24.5) 个 ], F 组 409 个 [平均 值 为 《78.8+27.7) 个 ]， 


组 间 共 享 OTU 为 74 个 (图 1)。 经 计算 ,M 组 和 FE 组 的 序列 覆盖 度 Ccoverage) 分 别 为 80.78% 


和 81.91%。 


1 雄性 林 廊 组 和 雌性 林 廊 组 数 样 古 菌 OUT 维 恩 图 


Fig.l Venn diagram showing the OTUs of fecal archaea in male and female forest musk deer groups 
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2.2” 凑 便 物 种 组 成 分 析 

将 获得 的 OTU 分 别 从 门 到 属 水 平 上 进行 物种 注释 ， 具 体 结果 见 表 2。 可 以 看 出 ， 本 次 
试验 所 得 到 的 90% 以 上 OTU 都 属于 阔 古 细菌 门 (Euryarchaeota)， 而 圆 齿 古 细菌 门 
(Crenarchaeota) 和 未 分 类 门 的 相对 丰 度 较 低 。2 组 间 在 各 分 类 水 平 上 的 相对 丰 度 差异 均 不 显 


5% (P>0.05) 。Crenarchaeota 的 古 菌 全 部 来 源 于 热 变 形 阔 纲 (Thermoprotei)， 它 可 进一步 分 


为 2 个 目 。 其 中 只 有 Fervidicoccales 可 进一步 分 为 1 个 科 和 1 个 属 。Euryarchaeota 由 甲烷 菌 
纲 (Methanobacteria)、 甲 烷 微 菌 纲 (Methanomicrobia，〉、 热 原 体 纲 (Thermoplasmata) 和 未 
分 类 纲 4 个 纲 组 成 。 其 中 未 分 类 纲 不 能 进一步 进行 分 类 ， 其 他 3 个 纲 共 可 分 为 4 个 目 、6 个 
科 、7 个 属 。Methanobacteria 由 1 个 目 、1 个 科 、3 个 属 组 成 ，Methanomicrobia 由 2 个 目 、 

3 个 科 、3 个 属 组 成 ，Thermoplasmata 由 1 个 目 ，2 个 科 组 成 ， 在 科 水 平 上 只 有 未 确定 的 热 
源 体 科 (Thermoplasmatales incertae sed) 能 进一步 分 到 属 。 在 属 水 平 上 ， 相 对 丰 度 所 有 平均 


TH 


值 较 高 的 是 甲烷 短 杆菌 属 (Methanobrevibacter) ， 其 次 为 热源 体 属 (Thermogymnomonas) 。 
虽然 在 属 水 平 上 ，2 组 的 差异 均 不 显著 (P>0.05)， 但 与 M 组 相 比 , FH Fervidicoccus 相对 
丰 度 有 降低 的 趋势 (P=0.10)。 

表 2 林 麻 类 便 在 不 同 分 类 水 平 上 的 古 菌 组 成 及 其 相对 丰 度 


Table 2 The archaeal composition and their relatively abundance at different classification levels in the feces of 


forest musk deer % 
项 目 Items P {8 M 24 vs.F 2H) 
所 有 样品 All M 组 Group M F 2H Group F 
samples (n=12) (n=6) (n=6) fern 
vs. groups F) 
未 分 类 门 Unclassified phylum 0.38+1.93 0.99+0.93 0.45+0.67 0.28 
罚 齿 古 细菌 门 Crenarchaeota 3.18+5.90 6.75+3.38 3.94+5.70 0.32 
热 变 形 菌 纲 Thermoprotei 3.18+5.90 6.75+3.38 3.94+5.70 0.32 
Fervidicoccales 0.17+1.62 0.49+0.53 0.06+0.14 0.10 
Fervidicoccaceae 0.17+1.62 0.49+0.53 0.06+0.14 0.10 
Fervidicoccus 0.17+1.62 0.49+0.53 0.06+0.14 0.10 
未 分 类 目 Unclassified order 3.00+7.20 6.26+3.04 3.89+5.43 0.37 
阔 古 细菌 门 Euryarchaeota 96.42+3.48 92.97+3.87 95.61+6.32 0.29 
甲烷 菌 纲 Methanobacteria 78.21+48.24 77.20+10.59 66.39+24.25 0.35 
甲烷 杆菌 目 Methanobacteriales 78.21+48.24 77.20+10.59 66.39+24.25 0.35 
甲烷 杆菌 科 Methanobacteriaceae 78.21+48.24 77.20+10.59 66.39+24.25 0.35 
甲烷 短 杆 菌 属 Methanobrevibacter 73.35+48.80 71.78+15.48 61.99+22.70 0.40 
甲烷 球形 菌 属 Methanosphaera 4.01+5.01 4.91+6.68 2.9542.27 0.51 
未 分 类 属 Unclassified genus 0.84+1.62 0.50+0.97 1.4541.48 0.21 
甲烷 微 菌 纲 Methanomicrobia 0.62+0.97 1.23+1.98 0.72+0.72 0.57 
甲烷 微生物 目 Methanomicrobiales 0.44+0.92 0.97+1.58 0.48+0.51 0.49 
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烷 粒 菌 科 Methanocorpusculacea 


烷 粒 菌 属 Methanocorpusculum 

WF 

W J® Methanomicrobium 

ARE 

TA tse) ER cal 
BR 


求 菌 属 ~Methanimicrococcus 


Methanomicrobiaceae 


Methanosarcinales 


Methanosarcinaceae 


banj 
pany 


热 原 体 纲 Thermoplasmata 
热 原 体 目 Thermoplasmatales 
未 确定 的 热源 体 科 


Thermoplasmatales incertae sedis 


热源 体 属 Thermogymnomonas 
未 分 类 科 Unclassified family 
未 分 类 纲 Unclassified class 


0.13+0.22 
0.13+0.22 
0.31+0.42 
0.31+0.42 
0.18+0.65 
0.18+0.65 
0.18+0.65 
16.05+29.80 
16.05+29.80 
6.61+1.66 


6.61+1.66 
8.66+0.35 
1.52+0.43 


0.49+0.84 0.04+0.06 0.21 
0.49+0.84 0.04+0.06 0.21 
0.4740.75 0.44+0.49 0.93 
0.47+40.75 0.44+0.49 0.93 
0.26+0.43 0.24+0.24 0.93 
0.26+0.43 0.24+0.24 0.93 
0.26+0.43 0.24+0.24 0.93 
12.2044.89 25.74421.15 0.18 
12.2044.89 25.74421.15 0.18 
8.8643.53 12.6849.04 on 
8.8643.53 12.68+9.04 0.37 
4.3340.86 13.06+20.45 0.33 
1.56+1.06 2.7043.34 0.45 


P<0.05: 差异 显著 significant difference; P<0.01: 差异 极 显著 extremely significant difference. 


2.3 


alpha 多 样 性 分 析 


表 3 列 出 了 M 组 和 FE 组 样品 的 Shannon 442. Chao I 442%. observed species 指数 。alpha 


多 样 性 指数 主要 用 于 评价 样品 


微生物 的 丰富 性 


指数 在 数值 上 都 大 于 了 组 ， 但 差异 不 显著 CP>0.05) 。 
PRESSE (E TH AE) alpha 多 样 性 指数 


K3 


Table3 The alpha indexes of fecal archaea of forest musk deer 


和 均匀 性 。 可 以 看 出 ，M 组 的 alpha 多 样 性 


(n=6 ) 


alpha 多 样 性 指数 Alpha diversity index 


项 目 Items 

Chao I 观察 物种 Observed species Shannon 
M 4H Group M 47.06435.93 20.17+45.62 3.46+0.92 
F 4H. Group F 42.55+16.72 17.94+5.08 2.94+0.82 
P {fi P-value 0.678 0.476 0.328 


2.4 beta 多 样 性 分 析 


根据 各 个 样品 OTU 的 种 类 及 


微生物 群落 结构 越 接近 ， 相 反 ， 值 越 大 则 表示 样品 间 微 生物 大 


其 丰 度 计算 了 各 个 样品 间 的 遗传 


TOT 


离 ， 值 越 小 表示 检 


TF 


品 间 


f 沙 结构 差异 越 大 。M 组 和 F 


组 各 自 的 遗传 距离 分 别 为 (0.16+0.03) 和 (0.27+0.06) , 2 组 间 遗 传 距离 为 (0.244+0.07) ， 


基于 此 ， 对 样品 i 


在 图 上 并 没有 依据 其 组 别 而 表现 H 


行 了 聚 类 分 析 并 绘制 了 PCoA 


和 样品 M2 外 ， 其 他 10 个 样品 聚集 度 非 常 高 。 虽 然 了 组 较 M 组 的 聚集 程度 高 ， 但 


HZ> 
聚 类 


上 明显 的 组 内 聚集 。 


图 ( 


图 2) 。 可 以 看 


出 ， 除 了 样品 M4 


2 组 样品 
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图 2 AKEE h E PCoA 聚 类 图 


Fig.2 PCoA diagram reflecting clustering of fecal archaea of forest musk deer 


2.5 ”共享 属 分 析 

由 于 上 组 和 M 组 在 古 菌 的 物种 组 成 和 丰 度 ， 以 及 alpha 多 样 性 指数 上 没有 显著 差异 ， 
因此 本 试验 将 12 个 样品 作为 一 个 整体 , 分 析 了 林 麻 凑 便 中 古 菌 的 共享 属 。 本 试验 对 12 个 样 
品 间 共享 的 古 菌 属 进行 了 分 析 ， 并 根据 其 丰 度 以 热 图 的 形式 进行 了 展示 (图 3) 。 可 以 看 出 ， 
12 只 林 广 之 间 古 菌 共享 属 主要 来 源 于 Euryarchaeota 的 Methanobacteria 和 Thermoplasmata 
这 2 个 纲 。 有 些 共 享 属 在 各 个 样品 间 的 丰 度 很 高 ， 如 Methanobrevibacter 和 
Thermogymnomonas， 它 们 的 平均 相对 丰 度 分 别 达到 了 样品 古 菌 总 相对 丰 度 的 67W% 和 11%。 
而 有 些 序列 虽然 也 存在 于 所 有 样品 中 ， 但 丰 度 极 低 ， 如 Euryarchaeota 的 未 分 类 纲 。 各 个 样 
品 共享 属 的 相对 丰 度 占 其 古 菌 总 相对 丰 度 的 比例 平均 在 96% 以 上 ， 这 说 明 在 属 水 平 上 ， 人 性 
别 对 林 麻 类 便 古 菌 优势 菌 群 的 种 类 几乎 没有 影响 , 但 同时 应 该 注意 到 共享 属 的 丰 度 在 各 个 样 
品 间 存在 较 大 差异 。 
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越 偏向 红色 表示 相对 丰 度 越 高 ， 越 偏向 蓝 色 表 示 丰 


样品 中 的 共享 序列 ， 用 其 最 


高 分 类 水 平 表示 。 
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共享 属 Shared genera 


Methanobrevibacter l 
(family)Unclassified Thermoplasmatales ~ 
Thermogymnomonas 

(class)Unclassified Euryarchaeota 
(order)Unclassified Thermoprotei 


Methanosphaera 


度 越 低 。 对 于 不 能 分 类 到 属 水 平 ， 但 仍然 出 现在 各 


The more close to red, the higher the relative abundance, while the more close to blue, the lower the relative 


abundance. Shared sequences were expressed using the highest classification level, which could not be classified 


to any genus, but still existed in samples. 


3 Ww 论 


图 3 样品 间 共 享 属 热 图 


Fig.3 Heatmap of shared archaea genera of all samples 


据 了 解 ， 本 文 是 第 1 mA S a eR. WEA OY ie AY 


研究 ， 几 乎 全 部 采用 的 是 克隆 /测序 技术 B-。 这 


中 的 优势 菌 群 ， 不 能 全 面 反映 动物 胃 肠 道 落 群 的 结构 与 组 成 (51。 


ar 
i= 


高 通 


种 技术 不 仅 费 时 费力 ， 而 且 仅 能 鉴定 出 样品 


量 测序 技术 ， 是 近年 


来 才 采 用 的 一 种 研究 微生物 生态 学 的 全 新 技术 ， 它 能 较 全 面 地 鉴定 出 样品 中 微生物 的 种 类 
0419。 在 本 次 研究 中 ， 本 试验 采用 高 通 量 测序 技术 在 12 SK PREMISE, FERRIS 13 130 条 
属于 古 菌 的 有 效 序 列 ， 检 测 到 了 720 个 属于 古 戎 的 OTU, MAERAH ADS, 
0 等 样品 中 ， 一 次 试验 获得 的 古 戎 序列 数量 都 在 1 000 左右 ， 检 测 到 


BAT! ayy sees 


的 OTU 个 数 一 般 都 在 100 个 左右 ， 远 远 小 于 本 次 试验 结果 。 本 次 试验 的 OTU 经 行 物种 注 


释 后 ， 共 分 为 了 3 个 


门 ，8 个 已 知 属 。 以 往 在 动物 胃 肠 道中 发 现 的 古 菌 几乎 全 部 都 来 源 于 


Euryarchaeota， 有 关 Crenarchaeotea 的 报道 非常 罕见 ， 且 一 次 试验 最 多 仅 能 检测 到 4~5 属 的 


古 菌 。 造 成 这 种 差异 的 原因 ， 应 该 主要 归于 试验 方法 的 差异 。Kim 


等 Q8 综 合 分 析 了 NCBI 


9 古 菌 序列 ， 并 以 稀释 曲线 为 基础 进行 估 测 , 认为 瘤胃 样品 中 属于 古 菌 的 
OTU 应 该 大 于 1 400 个 ， 至 少 需要 24 480 条 测序 序列 才能 全 面 履 盖 样 品 中 的 古 菌 。 本 试验 


157 ”的 测序 序列 数 和 out 数 大 概 是 其 12， 这 可 能 是 样品 属性 不 同 造成 的 。 因 为 在 前 期 研究 中 发 
158. 现 ， 山 羊 凑 便 中 古 菌 多 样 性 显著 低 于 瘤胃 091。 
159 以 往 的 研究 表明 ,Methanobrevibacter 是 单 胃 动 物 后 肠 P0223 和 反刍 动物 瘤胃 67 的 优势 古 
160 Wo PAN, Wright 等 外 在 对 澳大利亚 绵羊 瘤胃 古 菌 的 研究 中 就 发 现 ， 分 析 所 得 的 65 条 古 菌 
161 ”序列 中 ,， 有 62 条 都 属于 Methanobrevibacter。 在 本 试验 中 ,在 属 水 平 上 ,Methanobrevibacter 
162 MNH 12 个 样品 间 是 共享 属 ， 而 且 在 雄性 、 肉 性 林 麻 凑 便 中 的 相对 丰 度 分 别 达 到 了 71.78% 
163 FI 61.99%， 属 于 绝对 优势 核心 属 ， 这 与 以 往 的 很 多 研究 结果 是 一 致 的 。 但 也 有 研究 表明 ， 
164 ”动物 胃 肠 道 的 优势 古 菌 不 是 甲烷 短 杆菌 ， 如 Sundset 等 2 研究 发 现 ， 来 自 驯鹿 瘤胃 的 古 菌 ， 
165 ”53% 都 属于 未 鉴定 的 古 菌 。Huang 等 02 也 发 现 ， 在 生存 环境 相同 且 饲 喂 饲 粮 一 致 的 条 件 下 ， 
166 HEPR SF 80.9% 的 古 菌 来 源 于 Thermoplasmatales， 只 有 14.9% 属 于 Methanobacteriales。 这 
167 ”说 明 动 物 胃 肠 道 的 古 菌 在 结构 和 组 成 上 存在 宿主 特异 性 , 特定 动物 的 古 菌 结构 只 有 通过 实际 
t 168 ”测定 才能 确定 ， 而 不 能 根据 以 往 其 他 动物 的 试验 结果 进行 推测 。 
| 169 在 本 试验 中 , EERE, EVE BESS ETE PA EMT ISI BA RACK LE, X 
Si 170 FERRARA. K alpha 多 样 性 指数 ， 不 同性 别 间 也 没有 显著 差异 ， 样 品 间 的 遗传 
N 171 ERRBES. EAR W H PEDI IJARA ZSAE P Th B O ARA SZ. ERRI, 
= 172 ”影响 胃 肠 道 古 菌 的 主要 因素 为 品种 、 饲 粮 等 。 例 如 ，Huang ERR, SEFE, BR 
173. 4-98] H P Methanobacteriales(21.5% vs. 12.4%) 和 Methanomicrobiales(9.8% vs. 1.0%) 这 2 ^ H 
174 ”的 相对 丰 度 较 高 。Zhou 等 59 研究 发 现 不 同 饲 料 利用 效率 的 肉牛 ， 瘤 骨 的 古 菌 结构 不 同 ， 低 
175 ”饲料 利用 效率 组 瘤胃 古 菌 多 样 性 要 高 于 高 效率 组 。Min 等 5 报道 ， 在 肉 山 羊 的 瘤胃 中 ， 
176 Methanobrevibacter 的 相对 丰 度 会 随 饲 粮 浓缩 单 宁 浓 度 的 增加 而 线性 降低 。 迄 今 为 止 ， 还 未 
177 ” 见 性 别 对 动物 肯 肠 道 古 菌 影响 的 相关 报道 。 作 者 推测 ,性别 本 身 可 能 对 林 廊 肠 道 古 菌 的 结构 
178 影响 就 较 小 ,再 加 上 本 次 试验 中 ,雄性 和 肉 性 饲 喂 的 都 是 同一 饲 粮 ， 最 终 体 现 出 组 间 没有 显 


1799 #2. 
180 4 4 论 
181 在 从 门 到 属 的 各 级 分 类 水 平 上 ， 雄 性 和 肉 性 林 廊 闭 便 中 十 戎 的 结构 和 组 成 都 没有 显著 


182 Æ, Methanobrevibacter Kk BASE PMLA GA). 
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Fecal Archaeal Diversity of Artificial Breeding Adult Forest Musk Deer Analyzed by 
High-Throughput Sequencing Technologies 
WANG Lizhi! XU Yiying! CAI Yonghua? 
(1. Key Laboratory for Animal Disease-Resistance Nutrition of Ministry of Education, Animal 
Nutrition Institute of Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014, China; 
2. Sichuan Institute of Musk Deer Breeding, Dujiangyan 611845, China) 
Abstract: This experiment was conducted to invest the archaeal composition and abuandance in 
feces of artificial breeding adult forest musk deer (FMD) using high-throughput sequencing 
technologies, and to compare the difference between male and female FMD. Twelve healthy 
FMD with the age of three years were divided into male group (M) and female group (F) 
according to their gender (6 deer in each group). The fresh feces were collected and DNA was 
extracted from it. The archaeal universal primers were used to amplify V4 to V5 regions of 
archaeal 16S rRNA. The amplifications were high-throughput sequenced with the MiSeq 300PE 
sequencing platform. The QIIME and other softwares were used to analyze the data. The results 
showed as follows: from phylum to genus levels, the differences of the archaeal relative 
abundance between group M and group F were not significant (P>0.05). Genetic distance within 
the samples in group F and group M was (0.16+0.03) and (0.27+0.06), respectively, and that 
between groups was (0.24+0.07) ; all samples shared high similarity. The archaea in the feces of 
FMD can be divided into three phyla, the dominant phylum was Euryarchaeota; on the genus 
level they can be divided into seven existing genera, the dominant genus was 


Methanobrevibacter, the next one was Thermogymnomonas. In conclusion, the gender has no 
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significant effect on the archaeal compositions and their abundance in the feces of FMD, and 
Methanobrevibacter is the dominant genus. 


Key word: forest musk deer; archaea; methanogen; diversity 


